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摘  要 : 新型普鲁兰酶的研究对于普鲁兰酶制剂的国产化、打破国外垄断具有非常重要的意义。从我国云南

腾冲地区轮马热泉的淤泥中分离获得了一株耐热普鲁兰酶产生菌 LM 18-11，经 16S rDNA 序列系统进化树分

析，确定该菌为厌氧芽胞杆菌 Anoxybacillus 属种，并从中克隆获得了耐热普鲁兰酶的编码基因，该酶在 55 ℃

−60 ℃、pH 5.6−6.4 的范围内具有最大的反应活性。此外，该酶具有较好的热稳定性，在 60 ℃下处理 48 h，

仍可保持 50%以上的活力；动力学分析该酶的 Vmax 和 Km 分别为 750 U/mg 和 1.47 mg/mL，是目前文献报道中

比活力最高的耐热普鲁兰酶。同时还对该酶进行了晶体结构分析，结果显示该酶具有α-淀粉酶家族中典型的结

构，在 N 端具有一个特殊的底物结合域，该结构域的缺失导致比活力和底物结合力都有相应降低，Vmax 和 Km

分别为 324 U/mg 和 1.95 mg/mL。同时，将该普鲁兰酶编码基因导入枯草芽胞杆菌中，在 P43 启动子的控制下，

普鲁兰酶基因获得了高效表达，胞外酶活可达 42 U/mL，相比初始菌种，表达活力提高 40 倍以上。研究表明

该普鲁兰酶具有很好的应用前景。 
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Abstract:  Research on novel pullulanase has major significance on the domestic industrialization of pullulanase and the 

工业酶改造与应用
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breakdown of foreign monopoly. A thermophilic bacteria LM 18-11 producing thermostable pullulanase was isolated from 
Lunma hot springs of Yunnan province. It was identified as Anoxybacillus sp. by 16S rDNA phylogenetic analysis. 
Full-length pullulanase gene was cloned from Anoxybacillus sp. LM18-11. The optimum temperature of the pullulanase was 
between 55 and 60 oC with a half-life as long as 48 h at 60 oC; and its optimum pH was between 5.6 and 6.4. Vmax and Km of 
the pullulanase was measured as 750 U/mg and 1.47 mg/mL, which is the highest specific activity reported so far. The 
pullulanase crystals structure showed a typical α-amylase family structure. The N-terminal has a special substrate binding 
domain. Activity and substrate binding were decreased when the domain was deleted, the Vmax and Km were 324 U/mg and 
1.95 mg/mL, respectively. The pullulanase was highly heterologous expressed in Bacillus subtilis by P43 promoter. The 
extracellular enzyme activity was 42 U/mL, which increased more than 40 times compared to the initial strain. This 
pullulanase has good application prospects. 

Keywords:  pullulanase, enzyme kinetics, crystal structure, heterologous expression 

淀粉 (Starch) 是植物中普遍存在的储藏多

糖，是植物体内能量的储备物质。淀粉有两种

结构形式，一种是直链淀粉 (Amylose)，另一种

是支链淀粉 (Amylopectin)。直链淀粉是由葡萄

糖通过 α-1,4-糖苷键连接组成的，是不分支类型

的淀粉；支链淀粉中除有 α-1,4-糖苷键外，还有

4%–5%的 α-1,6-糖苷键。工业淀粉制糖生产中，

淀粉首先经过高温液化步骤，经过 α-淀粉酶 

(α-Amylase)水解，将高聚糖水解为低聚糖，这一

过程的反应条件为 pH 6.0、温度 95 ℃−105 ℃。

液 化 产 生 的 低 聚 糖 随 后 在 β- 淀 粉 酶 

(β-Amylase)、葡萄糖淀粉酶 (Glucoamylase) 和

普 鲁 兰 酶  (Pullulanase) 、 以 及 异 淀 粉 酶 

(Isoamylase) 等作用下，残留的直链 α-1,4-糖苷

键和支链 α-1,6-糖苷键被进一步水解，最终形成

葡萄糖浆，该过程称为糖化步骤，其最适酶促

条件为 pH 4.5、温度 60 ℃−62 ℃[1-3]。 

普鲁兰酶 (Pullulanase，EC 3.2.1.41)，也称

去分支酶，是一种专一性水解支链淀粉分支点

的 α-1,6-糖苷键的葡萄糖苷水解酶，可特异性地

将支链淀粉水解形成长度不同直链淀粉，是糖

苷水解酶 13 家族成员之一[4]。在淀粉加工工业

中，普鲁兰酶与糖化酶等的联合应用可有效地

提高淀粉的水解效率和葡萄糖的产量，广泛地

应用于高葡萄糖浆、高麦芽糖浆和干啤酒生产

等应用中，是一种重要的工业酶。 

本论文从我国云南轮马热泉下游淤泥中筛

选获得一株耐热普鲁兰酶产生菌 Anoxybacillus 

sp．LM18-11，对其所产的耐热普鲁兰酶的结构

和功能进行了系统全面的研究，并在枯草芽胞

杆菌中进行了高效异源表达，为研发具有自主

知识产权的高效耐高温的普鲁兰酶制剂奠定了

良好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒及培养基 

菌株 Anoxybacillus sp．LM18-11 由本实验

室分离，大肠杆菌 DH5α、大肠杆菌 BL21(DE3)、

枯草芽胞杆菌 WB600 为本实验室收藏。质粒

pET32a 用于在大肠杆菌中表达外源基因，大肠

杆菌-芽胞杆菌穿梭质粒 pBE980B (芽胞杆菌质

粒 pWB980 的 EcoRⅠ位点处插入来源于 pUC18

的大肠杆菌复制子，同时去除了原有的 SacB 信

号肽序列)，本实验室构建，用于在枯草芽胞杆

菌 WB600 中表达外源基因。 
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Thermus培养基 (1 L)：1 g 蛋白胨， 1 g 酵

母粉，100 mg 氨三乙酸, 60 mg CaSO4·2H2O, 

100 mg Mg2SO4·7H2O, 8 mg NaCl, 100 mg 
KNO3, 700 mg NaNO3, 140 mg Na2HPO4·2H2O, 
0.47 mg FeCl3·6H2O, 2.2 mg MnSO4·H2O, 0.5 mg 
ZnSO4·7H2O, 0.5 mg H3BO3, 25 μg CuSO4·5H2O, 
25 μg Na2MoO4·2H2O, 46 μg CoCl2·6H2O, 1.5% 
琼脂粉, pH 7.8。普鲁兰酶筛选培养基 (1 L)：  

5 g 蛋白胨, 1 g 酵母粉, 0.7 g NaNO3, 0.1 g 

Na2HPO4, 0.2 g MgSO4·7H2O, 0.1S g CaCl2, 5 g 
普 鲁 兰 糖 , 1.5% 琼 脂 粉 。 鲁 格 式 碘 液      

(300 mL)：1 g I2，2 g KI。常规 LB 培养基配制

参见文献[5]。 

1.1.2  酶及相关试剂 

实验所用到的各种限制性内切酶、T4 DNA

连接酶、Taq 酶等购自 Thermo Fisher 公司。肠

激酶购自 NEB 公司。各种抗生素、普鲁兰糖、

IPTG 等各种化学试剂购自 Sigma 公司。蛋白质

纯化用 HisTrap 柱购自 GE 公司。引物由北京六合

华大基因科技股份有限公司合成。基因组 DNA 提

取及基因组步移试剂盒购自 TaKaRa 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  普鲁兰酶产生菌的分离 

称取 1 g 土样加入 100 mL 无菌水，经充分

混匀静置 30 min 后，取上清液 1 mL，做适当的

梯度稀释，涂布于 Thermus 固体平板，置于恒

温培养箱 60 ℃培养 48−72 h。待长出 1 mm 左右

大小的菌落后，再分别转接至普鲁兰酶筛选培养

基，60 ℃培养 48 h 后，在平板表面滴加鲁格式碘

液，挑选有水解圈的菌株进行进一步的分析。 

1.2.2  常规实验操作 

常规大肠杆菌的培养、质粒提取、转化和

DNA 基本操作参见文献[5]，枯草芽胞杆菌的培

养、转化参见文献[6]。DNA 序列测定由天津华

大基因完成。 

1.2.3  普鲁兰酶在大肠杆菌中表达及纯化 

PCR 扩增的全长普鲁兰酶基因插入到质粒

pET32a 的 EcoRⅤ-XhoⅠ位点，重组质粒转化大

肠杆菌 BL21(DE3)，转化子生长到 OD600 达到

0.6–0.8 时，加入终浓度 0.05 mmol/L 的 IPTG 进

行诱导，在 16 ℃下培养 16 h，离心收集菌体，

超声破碎。表达的重组蛋白经 HisTrap 柱纯化，

SDS-PAGE 检测纯度。N1 端缺失的普鲁兰酶基

因的表达纯化方法同上。 

1.2.4  蛋白晶体的制备及 X-ray 衍射 

8 mg/mL 的蛋白溶液 (25 mmol/L Tris-HCl, 

150 mmol/L NaCl，pH 7.5) 经过一系列晶体生长

条件优化，最终在 7% PEG8000、10% 乙二醇

和 10% 4-羟乙基哌嗪乙磺酸(pH 7.5)条件下，室

温静置 48 h 获得普鲁兰酶晶体，并进行了 X-ray

衍射。蛋白-底物 (产物) 复合物的晶体 X-ray

衍射实验采用浸泡法，10 mmol/L 麦芽三糖 (麦

芽四糖) 与蛋白晶体浸泡 3 h 后收集 X-ray 衍射

数据。晶体结构图像的绘制利用 PyMOL 软件

(http://www.pymol.org/)。 

1.2.5  普鲁兰酶的活性分析 

酶活分析采用二硝基水杨酸 (DNS) 法[7]，

在相应的温度、pH 条件下，以 0.5%普鲁兰糖为

底物，加入 0.1 μg 普鲁兰酶反应 10 min，加入

DNS液终止反应，100 ℃水浴 10 min，测定 OD540

光吸收值。以葡萄糖的 DNS 显色 OD540 光吸收

值绘制标准曲线进行标定。酶活力单位定义为：

在特定的反应条件下，每分钟水解普鲁兰糖产

生相当于 1 μmol 葡萄糖的还原糖，所需的酶量

为 1 活力单位 (U)。 
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表 1  本研究中用到的引物 
Table 1  Primers used for this work 
Primer name Primer sequence (5′–3′) 
P1 AGRGTTTGATCMTGGCTCAG 
P2 GGGCGGWGTGTACAAGGC 
P3 AGAAGCGGTGGATCCTTAT 
P4 CATTTCCAACTCCTGTTCC 
P5 CCCCCAAAACAACAGTCGTTTG 

P6 TCACTCGAGTTATCAACATTGAATTA
ATACCCACGC 

P7 AAAGCGTTTGATGATTTGTATGCA 

P8 TCACTCGAGCCCCCAAAACAACAG
TCGTTTG 

P9 TCACTGCAGTTATCAACATTGAATTA
ATACCCACGC 

 

2  结果及分析 

2.1  耐热普鲁兰酶菌株的分离及鉴定 
土壤样品采自中国云南腾冲地区轮马温泉下

游的淤泥，采样点位于北纬 25°25.357、东经

98°16.442。经 60 ℃培养共分离获得 4 株可水解普

鲁兰糖的菌株，挑选出其中一株有明显普鲁兰水

解圈的菌株 LM 18-11 进行进一步的分析、鉴定。

提取该菌株的基因组 DNA，合成 16S rDNA 扩增

引物 P1 和 P2，进行 PCR 反应，扩增得到一个约

1.4 kb 的 DNA 片段，对该 PCR 产物进行了序列

测定 (GenBank Accession No. JF272543)，经序列

比对、系统进化树分析 (图 1)，确定该菌株为厌氧

芽胞杆菌属菌株，将其命名为 Anoxybacillus sp. LM 

18-11。同时对该菌株所产普鲁兰酶进行了分析，

对该酶水解普鲁兰糖的产物的进行了 HPLC 分析，

结果显示该酶水解普鲁兰糖的主要产物为麦芽三

糖 (图 2)，这一结果证实该酶为Ⅰ型普鲁兰酶。 

2.2  耐热普鲁兰酶编码基因的克隆及在大肠

杆菌中的表达 
通过在 GenBank 数据库中检索，获知在

Anoxybacillus 属中，菌株好热黄无氧芽胞杆菌

Anoxybacillus flavithermus WK1 已完成了全基因

组的测序 (GenBank Accession No. CP000922)，基

因组注释查询显示 Anoxybacillus flavithermus 

WK1 编码一个Ⅰ型的普鲁兰酶，该基因座位被命

名为"Aflv_0438"。根据Ⅰ型普鲁兰酶保守区进行 

 
图 1  菌株 LM18-11 的 16S rDNA 系统进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of 16S rRNA of the 
LM18-11. 

 
图 2  普鲁兰糖水解产物的 HPLC 分析 
Fig. 2  HPLC analysis of catalytic products of PulA. (A) 
The HPLC spectrum of the standards. The peaks of G1, 
G2 and G3 represent glucose, maltose, respectively. (B) 
The HPLC spectrum of the pullulan after hydrolysis. 
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同源比对分析，同时参照该序列，合成引物 P3 和

P4，以 Anoxybacillus sp. LM 18-11 基因组 DNA 为

模板，进行 PCR 反应，扩增得到一个 0.6 kb 的

DNA 片段，并对该片段进行了测序分析。以该片

段为基础，采用基因组步移技术，最终扩增得到

包含一个完整阅读框序列的 DNA 片段 (GenBank 

Accession No. HQ844266)，分析显示其中 140–   

2 263 bp 为编码区，编码一个由 707 个氨基酸组

成的蛋白质，与 Aflv_0438 一致性达 84%，相似

性达 91%，该基因被命名为 pulA。合成引物 P5

和 P6，PCR 扩增获得完整的基因编码区，经酶切

后 ， 插 入 到 诱 导 表 达 质 粒 pET32a 的

EcoRⅤ-XhoⅠ位点，重组质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3)，筛选正确的转化子，经 IPTG 诱导表

达，SDS-PAGE 分析 (图 3)，证实基因 pulA 获得

了正确的表达，测定酶活力为 23 U/mL。利用引

物 P6 和 P7 扩增获得的 N1 端缺失的普鲁兰酶基

因也如上述插入到质粒 pET32a 的 EcoRⅤ-XhoⅠ

位点，在大肠杆菌中实现了有效的表达。 
 

 
 

图 3  普鲁兰酶 PulA 诱导表达分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of PulA. M: marker; 1: 
before induction; 2: after induction. 

2.3  普鲁兰酶 PulA 的酶学性质分析 
pulA 的大肠杆菌表达产物通过 HisTrap 柱纯

化、肠激酶消化去除 N 端融合肽后，经 SDS-PAGE

检测，获得纯度在 95%以上的酶蛋白 PulA，被用

于进行酶活性分析。 

2.3.1  普鲁兰酶 PulA 最适反应温度、最适 pH 的

分析 

普鲁兰酶 PulA 反应最适 pH 的分析是通过测

定 PulA 在一系列缓冲液 (乙酸-乙酸钠缓冲液 

(0.1 mol/L，pH 4.0–5.5)；磷酸氢二钠-磷酸二氢钾

缓冲液 (0.1 mol/L，pH 5.5–7.5)；Tris-盐酸缓冲液 

(0.1 mol/L，pH 7.5–9.0) 中，温度在 55 ℃的条件

下的催化活性完成的 (图 4)，分析结果显示，普

鲁兰酶 PulA 的最适 pH 为 6.0，在 pH 5.6–6.4 的

范围内，酶活力在 90%以上。最适反应温度的测

定是在 pH 6.0 的条件下，测定一系列温度范围下

的催化活性，分析表明，该酶的最适反应温度为

55–60 ℃ (图 5)。 

2.3.2  普鲁兰酶 PulA 的酶动力学常数分析 

在 60 ℃、pH 6.0 的条件下，通过测定 0.1 µg

普鲁兰酶 PulA 在一系列普鲁兰糖浓度(1.0、1.25、 

 

 
 

图 4  pH 对普鲁兰酶 PulA 活性的影响 
Fig. 4  Relative activity of PulA at different pH. 
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图 5  温度对普鲁兰酶 PulA 活性的影响 
Fig. 5  Relative activity of PulA at different 
temperature. 
 

 
 

图 6  普鲁兰酶 PulA 的双倒数曲线 
Fig. 6  Lineweaver–Burk plot of PulA. 
 
1.33、2.0、2.5、3.33 和 5.0 mg/mL)的条件下的表

观催化速度，绘制 1/V-1/[S]双倒数曲线 (图 6)，

通过米氏方程计算出普鲁兰酶 PulA 的 Vmax 和 Km

分别为 750 U/mg 和 1.47 mg/mL。 

2.3.3  普鲁兰酶 PulA 的热稳定性分析 

将普鲁兰酶 PulA 分别置于 55 ℃、60 ℃、65 ℃

条件下温育不同的时间后，取出 0.1 µg 普鲁兰酶

PulA 在 pH 6.0、60 ℃条件下测定残余酶活性。结

果显示 PulA 具有良好的热稳定性，经过 60 ℃下

热处理 48 h，仍可保持 50%以上的活性 (图 7)。 

2.3.4  金属离子、化学试剂等对普鲁兰酶 PulA

的影响 

在反应液中分别加入不同的离子 (试剂)，测

定酶活的改变。结果显示 Mg2+对普鲁兰酶 PulA 活

性有一定的促进作用，Li+、K+、Ca2+、Ba2+、二硫

苏糖醇 (DTT) 等对酶活没有显著影响；Mn2+、Ni2+

和 Fe3+抑制普鲁兰酶 PulA 的活性；1 mmol/L Cu2+ 

可使 PulA 的活性完全消失；EDTA 也在一定程度

上抑制 PulA 的活性，添加 50 mmol/L Ca2+或 Mg2+

可部分恢复普鲁兰酶的活性 (表 2)。 

2.4  普鲁兰酶晶体的获得及 X-ray 分析 
纯化后的普鲁兰酶在 7% PEG8000, 10% 乙

二醇, 10% HEPES (pH 7.5) 的条件下获得了晶

体 (图 8A)，并经 X-ray 衍射分析，蛋白-产物复 

表 2  金属离子、化学试剂等对普鲁兰酶 PulA 的影响 
Table 2  Effect of metal ions and reagents on PulA 
activity 

Reagent Concentration 
(mol/L) 

Relative activity 
(%) 

Li+ 5 104 

K+ 5 105 

Ca2+ 5 106 

Mg2+ 5 125 

Mn2+ 2 70 

Ba2+ 5 105 

Ni2+ 2 55 

Cu2+ 1 0 

Fe3+ 2 27 

DTT 2 108 

EDTA-Na2 5 61 
EDTA 5 mmol/L 
and Ca2+ 50 86 

EDTA 5 mmol/L 
and Mg2+ 50 85 



甄杰 等/一个新型耐热普鲁兰酶的结构与功能 

cjb@im.ac.cn 

125

合物的结构数据采用浸泡法收集，分辨率达到

2.2 Å (图 8B)。晶体结构分析显示该酶具有 4 个

相对独立的结构域，其中催化中心结构域    

(A domain) 具有糖苷水解酶 13 家族中典型的催

化中心活性结构域[4]，位于 412 位天冬氨酸、422

位的谷氨酸和 526 位的天冬氨酸是与催化重要

相关的氨基酸；C 端具有一个与催化结构域紧密

作用的结构域 (C domain)，PCR 缺失实验表明

该结构域的缺失将导致酶功能的完全丧失；在 N

端具有一个独立的结合域 (N1 domain)，与底物

的结合有关，N1 结构域缺失了的普鲁兰酶

PulA-N1 的酶促反应动力学分析显示 Vmax 和 Km

分别为 324 U/mg 和 1.95 mg/mL (图略)，这一结

果证实该结合域的缺失可导致酶活力和底物结

合力的降低；N2 结构域对于 A 结构域的稳定具

有重要的作用，N2 域缺失后表达的蛋白形成包

涵体，上清液 SDS-PAGE 检测不到可溶性蛋白，

同时也检测不到酶活性。此外，在该酶的催化

活性域中还具有一个 Ca2+结合区，与 Ca2+紧密

结合。EDTA 螯合实验表明 Ca2+的去除对该酶的

催化活力没有显著的影响 (表 2)，但额外添加

Ca2+可提高酶的热稳定性，在 65 ℃下，普鲁兰

酶 PulA 的半衰期由 2 h 提高到 12 h，表明 Ca2+

可能在酶的结构稳定性上发挥重要作用。 

2.5  普鲁兰酶基因在枯草芽胞杆菌中的异源

表达 
利用引物 P8 和 P9，扩增全长的普鲁兰酶基

因 pulA，经 XhoⅠ-PstⅠ酶切后，插入到经过同

样酶切的质粒 pBE980B 位点上，重组质粒中

pulA 位于芽胞杆菌组成型强启动子 P43 的下游。 
 

 
 
图 7  普鲁兰酶 PulA 的热稳定性 
Fig. 7  Thermostability of PulA.

 

 
 

图 8  普鲁兰酶 PulA 的晶体 (A) 及酶蛋白-麦芽三糖复合物的结构 (B)  
Fig. 8  Crystal of PulA (A) and overall structure of PulA-maltotetraose complex (B). The secondary structural elements 
of PulA was shown and each domain was indicated: N1 (blue), N2 (green), A (cyan for α-helix, purple for β-strand), and 
C (yellow), CTT represent maltotriose. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  January 25, 2014  Vol.30  No.1 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

126 

 

该质粒转化大肠杆菌 DH5α，筛选验证正确的转化

子后，提取重组质粒，转化枯草芽胞杆菌 WB600，

转化子 WB600(pBE980B-pulA)在 LB 培养基中

振荡培养 24 h，上清液的酶活达到 42 U/mL  (pH 

6.0、60℃)，相比原始菌株 Anoxybacillus sp. LM 

18-11 (1.02 U/mL)，表达量提高了 40 倍以上。 

3  讨论 

自上世纪 70 年代起，酶制剂工业逐渐成为

一个重要的产业，目前世界酶制剂总产值达数

百亿美元，淀粉水解酶类作为第二大类酶制剂，

尤其是近年来随着生物质能源开发的兴起，淀

粉已成为生产乙醇的重要原料，淀粉水解相关

的酶类更加显示出巨大的市场前景。自然界中

的淀粉大多为支链淀粉，其中含有 4%−5%的 

α-1,6-糖苷键，为提高淀粉的水解作用，提高淀

粉利用率，降低生产成本，提高效益，世界各

国纷纷研究开发普鲁兰酶。目前，普鲁兰酶的

生产商主要是诺维信和杰能科，我国国内的普

鲁兰酶还基本依赖进口。 

近些年，普鲁兰酶的研究还主要集中在耐

热、耐酸 (耐碱) 高产普鲁兰酶菌株的筛选及基

因的克隆与表达[9-20]。本研究从我国云南轮马热

泉土壤中筛选获得一株耐热普鲁兰酶产生菌

Anoxybacillus sp．LM 18-11，并从中克隆表达了

耐热普鲁兰酶的编码基因，并对其结构和功能

进行了细致的研究，研究表明该普鲁兰酶具有

极高的催化效率，比活高达 750 U/mg，是目前

已有报道中比活力最高的普鲁兰酶[14-28]。其中

诺维信普鲁兰酶 Promozyme 200 L 的比活为 

350 U/mg[8]，广西大学李美蓉等从腊样芽胞杆菌

中克隆的普鲁兰酶 PulB 和 PulC 的最大比活分

别为 435 U/mg 和 400 U/mg [15]。晶体结构分析

的结果首次发现在该酶的 N 端有一个底物结合

域，对酶的催化功能有重要的作用。同时该酶

还具有良好的热稳定性，在 60 ℃条件下处理  

48 h，仍可保持 50%以上的活力，能很好的适应

淀粉加工工艺的需要。此外，为了进一步提高

酶的产量和活性，降低生产成本，真正实现产

业化，我们利用枯草芽胞杆菌作为表达系统，

使普鲁兰酶在枯草杆菌组成型启动子的控制下

得到了有效的表达，胞外分泌表达量达到了  

42 U/mL，比原始菌株的表达量提高了 40 倍以

上，进一步的培养基、发酵条件优化研究正在

进行中。同时，在细致的晶体结构、蛋白-底物

作用方式了解的基础上，通过理性设计、定向

进化等方式，能够进一步提高该酶的热稳定性、

催化活力，耐酸、耐碱等特性，使之能够更好

地满足淀粉加工、洗涤、纺织等工业生产多方

面的需求。本研究为改变我国普鲁兰酶依赖进

口的局面，获得具有自主知识产权的新型耐热

普鲁兰酶，具有重要的意义，有望创造巨大的

经济效益。 
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